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Zusammenfassung 



Die vorliegende Erfindung betrifft retrovirale Expressionsvektoren mit zellspezifisch regulier- 
baren Promotoren. Die Vektoren sind beispielsweise zur zellspezifischen Expression thera- 
peutisch wertvoller Gene im Rhamen einer Gentherapie einsetzbar. 

Die Erfindung beschreibt retrovirale Expressionsvektoren, enthaltend zumindest die nach- 
folgenden Elemente in funktioneller Anordnung: 

a) DNA-Sequenzen zur Verpackung der Vektor-RNA und zur zellspezifischen Expression 
von Proteinen Oder Peptiden, die von heterologen DNA-Nukleotidsequenzen kodiert werden; 

b) eine Oder mehrere fur ein Protein Oder Peptid kodierende DNA-Nukleotidsequenzen, 
dadurch gekennzeichnet, da(3 die DNA-Sequenzen zur zellspezifischen Expression eine 
zellspezifisch regulierbare Promotorregion aus einer humanen endogenen retroviralen DNA- 
Nukleotidsequenz (HERV) enthalten. 




Die vorliegende Erfindung betrifft retrovirale Expressionsvektoren mit zellspezifisch regulier- 
baren Promotoren. Die Vektoren sind beispielsweise zur zellspezifischen Expression thera- 
peutisch wertvoller Gene im Rahmen einer Gentherapie einsetzbar. 

Retroviren sind RNA-Viren, bei denen die viralen Gene von einem einzelstrangigen RNA- 
MolekCil kodiert werden. Nach Eindringen der Viren in die Zelle wird die viraie RNA in ein 
doppelstrangiges DNA Molekul durch die reverse Transkription umgewandelt. Die DNA dringt 
in den Kern ein und integriert in das zellulare Chromosom. Die integrierte viraie DNA-Form, 
das sogenannte Provirus, bildet die Matrize zur Expression der viralen Gene. 

Die Integration des viralen Genoms in das zellulare Chromosom ist ein obligatorischer Teil der 
viralen Replikation und wird durch viral kodierte Enzyme vermittelt. Es scheint, daB, mit we- 
nigen Ausnahmen, das Vorliegen des retroviralen Genoms in der Zelle, die Expression seiner 
Gene und die Bildung von Viruspartikeln die Lebensfahigkeit der infizierten Zelle nicht oder 
kaum beeintrachtigt. 

Retroviraler Gentransfer wird dazu benutzt, funktionelle Gene, insbesondere therapeutisch 
wertvolle Gene, in die Zellen einzufuhren, ohne die Proliferationsfahigkeit der Wirtszelle zu 
beeinflussen. Aufgrund ihres Replikationsmodus eignen sich Retroviren fur eine derartigen 
Gentransfer. In der einfachsten Ausgestaltungsform wird zumindest ein Teil der viralen Gene 
durch ein Gen von Interesse ersetzt und, unter Zuhilfenahme des effizienten viralen Infekti- 
onsprozesses, wird dieses Gen von Interesse in die Zielzelle transferiert. 

Retrovirale Vektoren eignen sich deshalb zur Gentherapie, weil die Infektion durch Retroviren 
hocheffizient verlauft und die retroviralen Vektoren so modifizierbar sind, daB sie heterologe 

UNA autnehmen und stabi l in das W l rtszel l genom Intoy i fa i un konr i en. E i ne Vi e lzah l von 

retroviralen Vektoren wurde in den letzten Jahren entwickelt, und nur beispielsweise wird hier 
auf die Ubersichtsartikel von Gunzburg et al. (1996) und Robbins et al. (1998) hingewiesen. 

Eine mdgliche bevorzugte Ausgestaltungsform fur retrovirale Vektoren sind sogenannte 
ProCon-Vektoren, die zum ersten Mai in der WO 96/07748 beschrieben wurden. Zur Offen- 
barung wird vollstandig auf diese Druckschrift Bezug genommen. 
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ProCon-Vektoren tragen heterologe Promotor- und wahlweise weitere Regulationselemente 
in der 3'LTR, die, nach Infektion, dupliziert und an die 5'LTR in der Zielzelle transloziert werden 
und die befahigt sind, die Expression von Markergenen oder therapeutischen Genen zu regu- 
lieren. Diese heterologen Gene sind nichtdirekt mit dem Promotor verbunden, sondern werden 
in das Innere des Vektors inseriert. 





ProCon-Vektoren umfassen einen 5'LTR-Abschnitt der Struktur U3, R, U5 sowie zumindest 
eine kodierende und/oder nicht-kodierende Sequenz sowie einen 3'LTR-Bereich, der einen 
vollstandig oder teilweise deletierten U3-Abschnitt umfaBt, wobei der deletierte U3-Abschnitt 
durch eine Polylinker-Sequenz ersetzt wurde, worauf sich der R- und U5-Abschnitt an- 
schlieBt. 

Die Vermehrung dieser Vektoren erfolgt mit Hilfe einer Helferzellinie, die groBe Mengen der 
viralen Proteine produziert, die vom Expressionsvektor selbst nicht mehr synthetisiert werden. 
Die Helferzellinie ist jedoch nicht mehr in der Lage, ein replikationskompetentes Virus zu 
produzieren. Diese Zellinie wird auch als Verpackungszellinie bezeichnet und umfaBt eine mit 
mindestens einem zweiten Plasmid transfizierte Zellinie, das diejenigen Gene tragt, die eine 
Verpackung des modifizierten retroviralen Vektors ermoglichen. 

Die fur das modifizierte Retrovirus (Expressionsvektor) kodierende DNA wird in die Verpak- 
kungszellinie transfiziert. Unter diesen Bedingungen wird das modifizierte retroviral Genom 
einschlieBlich der inserierten therapeutischen Gene bzw. Markergene transkribiert und in die 
retroviralen Partikel verpackt (rekombinate virale Partikel). Dieses rekombinante Virus wird 

ann zur Infektion der Zielzellen eingesetzt; das Genom des modifizierten Retrovirus, d.h. des 
Expressionsvektors, wird in das Genom der Zielzellen integriert, und zwar zusammen mit den 
Markergenen bzw. den therapeutischen Genen. Eine mit den so erzeugten rekombinanten 
viralen Teilchen infizierte Zelle kann ein neues Vektorvirus nicht mehr produzieren, da in 
diesen Zellen keine weiteren viralen Proteine mehr vorliegen. Die in die Wirtszelle integrierte 
DNA des Expressionsvektors mit den therapeutisch wertvollen Genen bzw. den Markergenen 
liegt in der zellularen DNA integriert vor und kann nunmehr in der Zelle exprimiert werden. 

Therapeutisch wertvolle Gene, die uber derartige retrovirale Expressionsvektoren zur Ex- 
pression gebracht werden, sollen bevorzugt in zell- und gewebespezifischer Form exprimiert 
werden.Hierzu werden zellspezifische Regulationssequenzen in der LTR-Sequenz des Ex- 
pressionsvektors eingesetzt. Diese zellspezifischen Regulationssequenzen umfassen bei- 



spielsweise zellspezifisch regulierbare Promotorabschnitte, zellspezifische Enhancerse- 
quenzen sowie Transkriptionsfaktor-Bindungsstellen. Die Promotoren liegen im U3-Abschnitt 
der LTR. 





Zur Zeit werden in retrovirale Vektoren zellulare Promotorsequenzen oder Promotorsequenzen 
exogener Retroviren eingesetzt. 

Zellulare Promotoren sind haufig auf zusatzliche Signalstrukturen angewiesen, die in groBer 
Distanz stromaufwarts oder stromabwarts des Promotors liegen konnen. Es hat sich deshalb 
immer wieder als schwierig erwiesen, starke, gewebespezifische zellulare Promotorsequenzen 
zu isolieren und in retrovirale Vektoren zu klonieren. Promotoren exogener Retroviren haben 
den Vorteil, daB sie in der retroviralen LTR auf kleinem Raum alle benotigten regulativen 
Elemente enthalten und daher weitgehend unabhangig von den benachbarten DNA- 
Sequenzen des Integrationsortes transkribiert werden. Ein schwerwiegender Nachteil ist je- 
doch, daB sie zwar sehr stark, aber nicht gewebespezifisch sind und in der Regel in alien 
Zelltypen gleich stark exprimiert werden. 

Es ist deshalb eine Aufgabe der vorliegenden Erfindung, neue retrovirale Expressionsvektoren 
bereitzustellen, die zwar die Vorfeile der retroviralen Promotoren nutzen, alle fur die Trans- 
kription erforderlichen Signalstrukturen auf engem Raum innerhalb der U3 und R-Region zu 
konzentrieren, die damit verbundenen Nachteile jedoch vermeiden. 

Diese Aufgabe wird erfindungsgemaB dadurch geldst, daB in retrovirale Expressionsvektoren 
in zellspezifisch regulierbarer Promotorabschnitt aus einer humanen endogenen retroviralen 
bNA-Nukleotidsequenz (HERV) eingesetzt wird. Diese Promotorsequenzen humaner en- 
dogener retroviraler Viren liegen bereits in der Wirtszelle vor, und es wurde erfindungsgemaB 
gefunden, daB sie sich in hervorragender Weise zur Regulation der zellspezinschen Expius- — 
sion von Markergenen und therapeutisch wertvollen Genen eignen. 

Endogene Retroviren (ERV) sind im Genom aller Zellen eines Organismus zu finden. Sie 
werden vertikal uber Keimbahnzellen ubertragen und konnen durch Umwelteinflusse reaktiviert 
werden. Das menschliche Genom besteht zu etwa 2% aus endogenen Retroviren und retro- 
viralen Sequenzen, wobei solitare HERV-LTRs mit 20000 - 40000 Kopien pro Genom ver- 
treten sind (Tab. 1) (Leib-Mosch et al. f 1993; Wilkinson et al M 1994, Patience et aL, 1997). 





Da HERV-Sequenzen bereits vor 30-40 MHIionen Jahren in das Genom von Primaten in- 
tegriert sind, kann davon ausgegangen werden, daB im Verlauf der Evolution die meisten 
pathogenen Sequenzen durch Mutationen und Rearrangements aus dem Provirus eliminiert 
bzw. so verandert wurden, daB sie fur den Organismus nicht mehr von Nachteil sind. Retrovi- 
ral Vektoren, die aus derartigen Sequenzen konstruiert werden, haben gegenuber Vektoren 
aus animalen Viren den Vorteil, daB keine neuen viralen Sequenzen in das Genom einge- 
bracht werden mussen. Auch durch Rekombination mit bereits im Genom vorhandenen 
HERV-Sequenzen konnen keine neuartigen Retroviren entstehen, wie das z.B. der Fall ware, 
wenn Retroviren anderer Spezies als Vektoren eingesetzt werden. Aus diesem Grund kann die 
Verwendung dieser Sequenzen zur Konstruktion retroviraler Vektoren das Sicherheitsrisiko 
minimieren. Desweiteren konnten im Genom enthaltene homologe Regionen fur eine gewe- 
bespezifische Integration der retroviralen Vektoren in bestimme Stellen eines Chromosoms 
genutzt werden. 

HERV-Elemente haben wahrend der Evolution eine Reihe zellularer Funktionen ubernommen. 
So werden Promotor- und Enhancer-Elemente von HERV-LTRs zur Steuerung der Trans- 
kription zellularer Gene benutzt (Kato et al. f Feuchter-Murthy et al., 1993; Di Christofano et al., 
1995). Ein Beispiel fur die Verwendung von LTR-Regulationselementen zur gewebespezifi- 
schen Expression eines zellularen Gens ist das Amylase-Gen des Menschen. Dieses Gen 
wird durch die LTR eines HERV-E Elements kontrolliert und dadurch spezifisch nur in den 
Speicheldrusen exprimiert (Ting et al., 1992). Daruber hinaus haben Schulte und Mitarbeiter 
(1996) gezeigt, daB die Insertion eines endogenen Retrovirus in die 5' nicht translatierte Re- 
gion des Pleiotrophin-Gens fur dessen Trophoblasten-spezifische Aktivitat verantwortlich ist 
j(Schulte et al., 1996). In anderen Fallen konnen polyA-Signale von HERV-LTRs auch dazu 
dienen, zellulare Transkripte zu polyadenylieren (Mager, 1989; Goodchild et al. f 1992). 

Der groBe Vorteil beim Einsatz retroviraler Hromotoreh llegt darln, daB, wie beiuils ubeii 

ausgefuhrt, alle fur die Transkription erforderlichen Signalstrukturen auf engem Raum inner- 
halb des U3-Bereichs und des R-Bereichs der LTR lokalisiert sind, da Retroviren moglichst 
unabhangig von der Umgebung ihres Integrationsortes transkriptionsaktiv bleiben mussen. Da 
diese HERV-Promotoren seit Millionen Jahren im Primatengenom persistieren, haben sie sich 
im Laufe der Evolution so angepaBt, daB sie wie zellulare Promotoren zelltyp-spezifisch aktiv 
sind, und somitdie Vorteile zellularer und retroviraler Promotoren in sich vereinen. 




Die Transkription der HERVs wird von einem klassischen RNA Polymerasell-Promotor aus 
gestartet (Wilkinson et al., 1994). Dieser Promotor ist innerhalb der LTR-Region lokalisiert. 
Das HERV-Transkript besteht daher nicht aus der vollstandigen Kopie des Provirus. Urn den 
Verlust der Transkriptionskontrollelemente zu kompensieren, haben diese Elemente den 
Mechanismus der reversen Transkription entwickelt, mit dem die verlorengegangenen Se- 
quenzen an beiden Seiten der Elemente regeneriert werden, woraus wiederum die LTRs 
entstehen. Neben Promotorsequenzen enthalten HERV-LTRs noch eine Vielzahl verschie- 
dener Bindungsstellen fur Transkriptionsfaktoren (Seifarth et al., 1998), die fur die Gewebe- 
spezifitat der Expression verantwortlich sind. 





Obwohl eine gewisse strukturelle Ahnlichkeit zwischen HERVs und exogenen animalen 
Retroviren wie MLV oder MMTV besteht, wurden HERV-Sequenzen und insbesondere 
Promotoren von HERVs nie als mogliche Kandidaten fur die Entwicklung retroviraler Expres- 
sionsvektoren in Betracht gezogen. Sie wurden, ganz im Gegeneil, im Zusammenhang mit 
einer Gentherapie bisher ausschlieBlich als Storfaktoren betrachtet (Patience et al. f 1997). Es 
wurde befurchtet, da(3 sie in der Zielzelle durch Rekombinationen aufgrund von Sequenz- 
homologien mit dem therapeutischen Vektor interferieren konnten. Diese Befurchtungen 
konnten bislang zwar nicht experimentel! bestatigt werden, jedoch mit der Entwicklung sehr 
effizienter humaner Verpackungszellinien tauchte das Problem des Mitverpackens und der 
ungewollten Ubertragung moglicherweise infektioser HERV-Sequenzen auf. Daher wurde die 
mogliche Verpackung exprimierter HERV-Sequenzen in Virionen, die auf MLV basieren, 
ausfuhrlich untersucht. Patience et al. (1998) identifizierten mRNA-Transkripte mehrerer 
verschiedener HERV-Familien wie HERV-K und HERV-H in humanen Verpackungszellinien. 
ledoch konnten selbst mit einem hochsensitiven RT-PCR Test keine dieser Sequenzen in den 
von den Zellen freigesetzten MLV-Vektor-Partikeln nachgewiesen werden. 

Nach diesen Befunden schien eine verpackung und Ubertragung von HERV-Sequenzen und 
damit schlieBlich auch HERV-basierender Vektoren in MLV-Verpackungssystemen ausge- 
schlossen zu sein. Zwar weisen HERV-Gene eine Sequenzhomologie zu MLV-Genen von 50 
- 65 % auf, jedoch besitzen gerade die fur die Verpackung und Infektion essentiellen Bereiche, 
insbesondere das zwischen der 5' LTR und der gag-Region lokalisierte Verpackungssignal 
und die LTR selbst, keine erkennbare Sequenzhomologie zu den entsprechenden MLV- 
Sequenzen. Effiziente HERV-Verpackungssysteme hingegen sind zur Zeit ebenfalls nicht 
vorstellbar, da bislang keine Zellinien bekannt sind, die in ausreichenden Mengen HERV- 
Partikel produzieren. 



Die vorliegende Erfindung lost somit das Problem von retroviralen Expressionsvektoren, die 
eine zell- und gewebespezifische Expression von Fremdgenen (Gen von Interesse) steuern, 
dadurch, daB Expressionsvektoren bereitgestellt werden, die, in funktioneller Anordnung, 
zumindest die nachfolgenden Elemente enthalten: 

a) DNA-Sequenzen zur Verpackung der Vektor-RNA und zur zellspezifischen Expression 
von Proteinen oder Peptiden, die von heterologen DNA-Nukleotidsequenzen kodiert werden ; 

b) ein oder mehrere fur ein Protein oder Peptid kodierende heterologe DNA- 
Nukleotidsequenzen (Transkriptionseinheit) ; 

die DNA-Sequenzen zur zellspezifischen Expression sind dadurch charakterisiert, daB sie 
eine zellspezifisch regulierbare Promotorregion umfassen, die aus einem humanen endogenen 
retroviralen Virus, insbesondere der LTR-Sequenz dieses Virus, stammen. 

Der Promotorbereich aus einer HERV-Sequenz kann den gesamten LTR-Bereich des HERV 
umfassen. In weiteren Ausfuhrungsformen der Erfindung umfaBt der Promotorbereich jedoch 
nur den U3-Bereich oder den R-U3-Bereich der HERV-LTR .In einer weiteren bevorzugten 
Ausfuhrungsform der Erfindung wird neben diesen Bereichen zusatzlich der nicht translatierte 
Bereich zwischen der 5' LTR und den gag-Genen vom Promotorabschnitt mit umfaBt. Erfin- 
dungsgemaB wurde namlich festgestellt, daB auch in diesem Bereich Sequenzen lokalisiert 
sind, die eine zellspezifische Expression von Proteinen bzw. Peptiden steuern, d.h. fur diese 
zellspezifische Expression zumindest mit verantwortlich sind. 

ie Promotoren sind Teilabschnitte der DNA, die fur den Start der Transkription der zugeord- 
neten Strukturgene notwendig ist. Der Promotor beinhaltet den Startpunkt der Transkription, 
die Erkennungs- und Bindungsstelle fur die RNA-Polymerase. Der Promotor kann auch wei- 
tere SeqU6nzen um f assen, an d i e r egu l atu r isc l m P i o t ei ne bin den konnen und dadurch spoz i — 
fisch die Initiation der Transkription regulieren. Beispiele fur derartige Proteine sind Transkrip- 
tionsfaktoren und Repressoren. Beispiele fur diese Regulationselemente der Transkriptions- 
aktivitat sind die CAAT-Box, die GC-Box und die TATA-Box. Die Promotoren werden von 
einer Polymerase des Typs II erkannt. 

Die Promotorabschnitte zur zellspezifischen Expression von Fremdproteinen aus HERVs 
konnen wahlweise mit weiteren Sequenzen kombiniert werden, die aus exogenen Retroviren 
stammen und die zellspezifische Expression fordern. Auch eine Kombination mit Regulati- 



onssequenzen aus zellularen Genen ist denkbar. urn die zellspezifische Expression zu un- 
terstutzen. 

Der erfindungsgemaBe retrovirale Expressionsvektor enthalt weiterhin zumindest DNA- 
Sequenzen zur Verpackung des Vektors durch eine Verpackungs-Helferzellinie. Die DNA- 
Sequenzen zur Verpackung sind zwischen der 5' LTR und dem gag-Gen lokalisiert. Der 
retrovirale Expressionsvektor der vorliegenden Erfindung enthalt ein oder mehrer Transkrip- 
tionseinheiten. die fur eine Aminosauresequenz kodieren. Die Aminosauresequenz steht fur 
ein Protein oder Peptid. Es konnen beliebige Sequenzen in den Expressionsvektor inseriert 
werden. die fur ein beliebiges Protein oder Peptid von Interesse kodieren. Derartige Proteine 
oder Peptide konnen beispielsweise von Markergenen, therapeutisch wertvollen Genen, an- 

I [viral wirkenden Genen, Antitumorgenen und/oder Zytokingenen kodiert werden. Diese Liste 
" Be sich beliebig erganzen. Die in den retroviralen Expressionsvektor einsetzbaren Gene sind 
dem Fachmann bekannt. Die Art der eingesetzten Gene hangtvom Anwendungszweck des 
erfindungsgemaBen Vektors ab. 
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Die erfindungemaBen Vektoren konnen beispielsweise in der Gentherapie eingesetzt werden, 
um heterologe DNA in Targetzellen zu transferieren. um Krankheiten einer spezifischen 
Therapie zuganglich zu machen. Die Vektor-DNA wird in die ausgewahlten Targetzellen derart 
eingefuhrt, daB die heterologe DNA in der Zielzelle exprimiert und das durch die DNA kodierte 
Produkt produziert wird. Hierunter fallen insbesondere solche Gene zur Expression von Pro- 
teinen, die in der Zielzelle nicht oder nicht mehr oder in nicht ausreichender Menge produziert 
werden. so daB sich ein Krankheitszustand einstellt. Die Erfindung umfaBt nicht nur solche 
rteine bzw. Peptide, die naturlicherweise vorkommen. sondern auch solche. die in einer 
kise abgeandert wurden. daB ein gewunschter Effekt erreicht wird. beispielsweise eine ho- 
here Aktivitat eines Enzyms, die Blockierung der Bindungsstelle von Viren. Zerstorung von 
1 umorzellen durch SUlzldgene usw. 

Bei den fur ein Protein oder ein Peptid kodierenden DNA-Nukleotidsequenzen handelt es sich 
im allgemeinen um heterologe DNA, die fur RNA und Proteine kodiert. die normalerweise in 
vivo von der Zelle, in der die Proteine bzw. Peptide exprimiert werden. nicht produziert werden. 
Sie kann auch als Fremd-DNA bezeichnet werden. Beliebige Proteine. beispielsweise En- 
zyme. Hormone und Antikorper. fallen hierunter. 



Die erfindungsgemaB eingesetzten Promotorbereiche werden aus HERV-Sequenzen aus- 
gewahlt, die aus den bekannten HERV-Familien stammen. Beispiele hierfur sind HERV-K, 
HERV-H, HERV-E, HERV-L, HERV-T, HERV-R, HERV-I, HERV-P, ERV9. 





Selbstverstandlich konnen auch andere, zur Zeit noch nicht bekannte HERV-Familien 
gescreent werden, urn noch unbekannte, die zellspezifische Expression steuernde Promo- 
torsequenzen aufzufinden. 

ErfindungsgemaB bevorzugte LTR-Sequenzen aus HERVs, die zur gewebespezifischen 
Expression von Proteinen und Peptiden von Interesse einsetzbar sind, werden im Anhang 
offenbart. Sie sind in retro vi rale Expressionsvektoren einsetzbar, urn die erfindungsgemaB 
gestellte Aufgabe zu losen. Selbstverstandlich konnen durch an sich bekannte Methoden auch 
nur Teile dieser LTRs ausgewahlt werden, um die in den Vektor eingesetzten Sequenzen so 
klein wie moglich zu halten. Mit Hilfe verschiedener Deletionsmutanten konnen die geeigneten 
Fragmente ausgewahlt werden. Auch weitere Abanderungen dieser LTR-Sequenzen sind 
moglich, z.B. Punktmutationen, Insertionen, Additionen, Austausch mehrerer Nukleotide etc., 
um die Effizienz der gewerbespezifischen Expression zu steigern und an die gewunschte 
Funktion anzupassen. 

In einer bevorzugten Ausfuhrungsform der Erfindung werden die eingangs beschriebenen 
ProCon-Vektoren eingesetzt. Derartige ProCon-Vektoren umfassen einen 5' LTR-Abschnitt 
der Struktur U3-R-U5, ein oder mehrere Sequenzen, die fur ein Protein oder Peptid kodieren, 
und wahlweise nicht kodierenden Sequenzen, und einen 3' LTR-Abschnitt, umfassend einen 
:eilweise oder vollstandig deletierten U3-Abschnitt, wobei der deletierte U3-Abschnitt zu- 
mindest die erfindungsgemaB eingesetzten HERV-LTR-Sequenzen umfaBt, gefolgt vom R- 
U5-Abschnitt. Nahere Einzelheiten sind beispielsweise in der WO96/07748 und der 
W096/28564 beschrieben. Auf diese Schriften wird hier vollinhaitnch bezug genommen. 

ErfindungsgemaB wurde eine Strategie entwickelt, um zellspezifisch wirkende Promotorse- 
quenzen aufzuspuren. Diese Strategie wird in der nachfolgenden Beschreibung naher erlau- 
tert. Selbstverstandlich sind grundsatzlich auch andere Methoden zum Auffinden von zell- 
spezifisch wirksamen HERV-LTR-Sequenzen denkbar und anwendbar. Die Erfindung ist 
somit nicht auf die nachfolgenden Ausfuhrungsbeispiele beschrankt. 



Die erfindungsgemaBen retroviralen Expressionsvektoren sind verpackungsdefizient, d.h. sie 
sind nicht in der Lage, ohne Hilfe einer Verpackungs-Helferzellinie Viruspartikel zu produ- 
zieren. Die Erfindung umfaBt deshalb auch eine retrovirales Vektorsystem, das einen retrovi- 
ralen Expressionsvektor, wie er in der vorliegenden Erfindung beschrieben wird, und eine 
Verpackungszellinie mit zumindest einem retroviralen oder rekombinanten retroviralen Kon- 
strukt enthalt, das fur die Verpackungsproteine des retroviralen Expressionsvektors kodiert 
Derartige Verpackungszellinien sind an sich bekannt und beschrieben. Beispielsweise wird 
hier auf die murine Verpackungszellinie PA317 (Sailer et al., 1998) hingewiesen. 

Nachfolgend wird die Erfindung zunachst allgemein und dann anhand von Ausfiihrungsbei- 
spielen beschrieben. 

1 ErfindungsgemaB wurde die Eignung humaner endogener Retroviren zur Entwicklung ge- 
webespezifischer Vektoren fur die Gentherapie untersucht. Dazu wurde zunachst die Gewe- 
bespezifitat der HERV pol Transkription in verschiedenen Zellinien wie T-Zellen, Keratinozyten 
und Brustkrebs-Zellen in einem "Reversen Dot Blof'-Verfahren uberspruft. Die Expressi- 
onsmuster der vierschiedenen HERV-Familien erwiesen sich dabei durchwegs als Zelltyp- 
abhangig. Zur Isolierung der transkriptionsaktiven HERV-LTRs aus verschiedenen Zellinien 
und Gewben wurden Primer entwickelt, mit denen spezifisch die U3/R-Regionen aus mRNA- 
Praparationen amplifiziert werden konnen. Die isolierten LTR-Sequenzen sowie einzelne 
Vertreter bereits bekannter LTRs wurden in Expressionsvektoren eingebaut. Die Aktivitat der 
LTR-Promotoren wurde nach transienten Transfektion der Reporterpalsmide iiber Luzifera- 
seaktivitat bzw. uber eGFP-Fluoreszenz in verschiedenen Zellinien getestet. Es zeigte sich, 
kiaB die Promotoraktivitaten der einzelnen HERV-LTRs deutlich in Abhangigkeit von der ge- 
'esteten Zellinie variieren. Die Promotorregion einer HERV-H LTR, die aus Astrozyten und 
Leberzellen isoliert worden war und sich in mehreren Versuchen als besonders aktiv in Lun- 
genfibroblastenzellen (LU5) erwiesen nanen, wurden In zwei relroviral« Piumulut- 
konversionsvektoren (pLESN und PLX) eingebaut , in Verpackungszellinien getestet, die 
Verpackungseffizienz untersucht und uberpruft, ob nach Infektion der Zielzellen eine Promo- 
torkonversion stattgefunden hat. Zum Nachweis der Transkriptionsaktivitat in den Zielzellen 
wurden FACS-Analysen durchgefuhrt. 

Es wurde somit eine Methode beschrieben, mit der HERV Promotorsequenzen (U3/R- 
Region), die eine gewebespezifische Expression vermitteln, identifiziert und isoliert werden 
konnen. Die Gewebespezifitat und Promotoraktivitat dieser Sequenzen wurde dann in einem 



transienten Transfektions-Assay in verschiedenen humanen Zellinien getestet. SchlieBIich 
wurden geeignete Sequenzen ausgewahlt, in einen Promotorkonversionsvektor (ProCon- 
Vektor) kloniert und dabei ihre Eignung zur Konstruktion gewebespezifischer Vektoren fur die 
Gentherapie Qberpruft. 



3. Ergebnisse 





3.1 Analyse der HERV-Transkription in unterschiedlichen Zelltypen 

Zur Untersuchung der HERV Transkription in unterschiedlichen Zellen wurde im ersten Schritt 
eine Methode (Reverse Dot-Blot Hybridisierung) eingesetzt, die ursprunglich zum Nachweis 
der HERV-Expression in mononuklearen Zellen des peripheren Bluts entwickelt worden war 
(Herrmann und Kalden, 1994). Dabei wurden klonierte und charakterisierte HERV poA- 
Genfragmente aus humaner genomischer DNA auf einer Membran fixiert und mit radioaktiven 
HERV-po/Gensonden hybridisiert. Die Sonden wurden mittels RT-PCR aus mRNA ver- 
schiedener Zellen unter Verwendung degenerierter Oligonukleotide amplifiziert, die zu einem 
hochkonservierten Bereich retroviraler po/-Gene homolog sind (Shih etal., 1989; Donehower 
etal., 1990). Mit dieser Methode erhielten wir mit jeder bisher untersuchten Zellinie ein cha- 
rakteristisches Hybridisierungsmuster, was einen ersten Hinweis auf eine gewebespezifische 
Expression der HERV Elemente darstellte. 

3.2 Isolierung von LTR U3-Regionen exprimierter HERVs 

ie gewebespezifische Expression eines Retrovirus ist vor allem durch ihre U3-Region fest- 
gelegt. In diesem Bereich sind alle regulatorischen Sequenzen wie Promotor, Enhancer und 
die Bindungsstellen fur verschiedene zellulare Transkriptionsfaktoren lokalisiert. Aus diesem 
Grund wurden Primer entwickelt, mit denen diese HERV-Sequenzen duich eii ie RT-PCR aus 
mRNA unterschiedlicher Zellinien gezielt isoliert werden konnten (Tab. 2; Abb.1 ). Auf diese 
Weise wurden ca. 30 verschiedene HERV-LTRs kloniert. Ein Teil dieser Sequenzen wurde in 
einem Reporterplasmid auf Promotoraktivitat und Gewebespezifitat getestet. 

Im ersten Ansatz wurde fur die PCR ein polydT-Primer mit einem Primer kombiniert, der 
komplementar zum Polypurin Trakt (PPT) der retroviralen RNA ist (Abb.1). Der PPT-Trakt ist 
eine konservierte Region im nicht translatierten Bereich zwischen dem envGen und der U3- 
Region der 3'-LTR. Die PPT-Region wird wahrend der reversen Transkription des Retrovirus 



3.3 Analyse der Expression von HERV-Promotoren in einem transienten 
Luzrferase-Assay 

Zur Analyse der Promotoraktivitat und der Gewebespezifitat der isolierten HERV-LTRs wurden 
diese zunachst in ein Luziferasereporterplasmid (pBL, Butz, K., DKFZ, Heidelberg) kloniert. 
Dieser Vektor enthalt das Photinus pyralis Luziferasegen, fusioniert an das SV40 poIyA Signal 
von pBLCAT2 (Hoppe-Seyler etal., 1991). 

Die einzelnen Vektorkonstrukte wurden transient in verschiedene Zellinien transfiziert. Nach 
48 h wurde die Luziferaseaktivitat aus dem Zellysat mit dem Luziferase-Assay Kit von Pro- 
mega gemessen und nach Abgleichen der (3-Galaktosidaseaktivitat bzw. der Renilla- 
Luziferaseaktivitat als relative Luziferaseaktivitat bestimmt. Die Promotoraktivitaten der LTRs 
(wurden in Epithelzellen (HeLa, HaCaT), Fibroblastenzellen (LC5) , T-Zellen (H9, HUT78), 
Gliomzellen (85HG66, U373), Leberzellen (Chang Liver), Pancreaszellen (MiaPaCa2, Panel) 
und Brustkrebszellinien (T47-D, MCF7) bestimmt. 

Die Ergebnisse sind in den Abbildungen 2a - 2f dargestelit. Die HERV-H-H6 LTR besitzt 
demnach von alien untersuchten endogenen LTRs den starksten Promotor. Die HERV-K LTR 
aus Plazenta ist in HeLa-Zellen besonders aktiv. In alien anderen Zellinien ist diese LTR nur 
sehr schwach aktiv. Ebenfalls eine starke Aktivitat in HeLa Zellen zeigte HERV-K-T47-D, 
diese LTR war auch in HaCat-Zellen und Pankreaszellen aktiv. Die HERV-L LTR besitzt in 
Leberzellen eine starke Promotoraktivitat und ist in T-Zellen und Pankreaszellen schwach 
aktiv. Die HERV-T-S71 A und HERV-E LTRs waren in keiner getesteten Zelline aktiv. Ebenso 
onnte bisher keinerlei Aktivitat einer HERV-LTR in CML-Zellen beobachtet werden. 

Die klonierten HERV-H LTRs (HERV-H1. HERV-H8. HERV-H13, HERV-H19, HERV-H-H6, 
Tab. 3) waren fast alle in 85HG66 Zellen aktiv, wobei HbHV-Mi una hbMV-ntJ In dieser Zd- 
linie die hochste Aktivitat zeigten (ohne Abb). HERV-H 19 war in HeLa-Zellen sehr aktiv. Die 
HERV-HCM1 LTR zeigte in alien Zellinien die hochste Promotoraktivitat und war besonders in 
Lungenfibroblasten (LC5) aktiv (Abb. 3). 




3.4 Konstruktion von HERV-Hybrid-Vektoren und Uberprufung der Aktivitaten von 
HERV- Promotoren in diesen Vektoren 




Die Funktionsfahigkeit menschlicher endogener retroviraler LTR Sequenzen in retroviralen 
Vektoren wurde in zwei unterschiedlichen Promotorkonversionsvektoren (ProCon) ausgete- 
stet. Dazu wurden hybride HERV/MLV Vektoren unter Verwendung zweier auf MLV basie- 
render Vektoren pLESN-MMTV (Abb. 7) und pLX-MMTV (Abb. 8) konstruiert. Diese Vektoren 
enthalten das EGFP Gen als Reportergen, das von der 5' LTR (unterschiedlich, je nachdem ob 
vor oder nach der Promotorkonversion) aus exprimiert wird, sowie ein Neomycingen, das von 
einem SV40 Promotor aus exprimiert wird. Daruberhinaus enthalt der Vektor pLX-MMTV 
einen prokaryotischen Replikationsorigin, der die Reklonierung des Provirus fur weitere mo- 
lekulare Charakterisierungen erlaubt. 

Zur Konstruktion der HERV-Hybrid Vektoren wurde jeweils die M MTV- LTR durch die HERV- 
HCM1 LTR ersetzt (Abb. 7). Dazu wurde die LTR zunachst mittels PCR aus dem Vektor pBL- 
HERV-H mit spezifischen Primern amplifiziert, die zusatzliche Sequenzen fur die Restrikti- 
onsenzyme Mlul und Sacll enthielten. Diese Fragmente wurden anschlieBend in die 3'U3 de- 
letierten Vektoren eingebaut. Das Reportergen EGFP wird nach der Transfektion in die Ver- 
packungszellinie zunachst vom MLV Promotor aus exprimiert. (Abb 9a) Nach Infektion der 
Zielzellen und erfolgreicher Promotorkonversion durch die reverse Transkription in den Ziel- 
zellen liegt das Reportergen unter der Transkriptionskontrolle der HERV LTR vor. 
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Die HERV-Hybrid Vektorkonstrukte pLESN-HERV-H (Abb. 7) und pLX-HERV-H (Abb.8), 
owie die Ursprungsvektoren pLESN-MMTV und pLX-MMTV wurden in die amphotrophe 
erpackungszellinie PA317 transfiziert. Die resultierenden retroviralen Vektorpartikel wurden 
anschlieBend benutzt, urn die Zellinien CrfK und LC5 zu infizieren. 

Die infizierten Zellinien wurden kloniert und die selektionierten Zellklone daraufhin untersucht, 
ob sie die Vektorkonstrukte enthielten und ob die Promotorkonversion stattgefunden hatte. 
Dazu wurde aus infizierten und nicht infizierten Zellen chromosomale DNA prapariert und mit- 
tels PCR analysiert. Die Primer wurden aus der MLV U3 (P5) und R (P2) Region sowie aus der 
HERV-H Region (P1) ausgesucht und in Kombination mit einem Primer aus der EGFP Region 
fur eine PCR eingesetzt (Abb. 9a). Die PCR-Produkte wurden mit HERV-H spezifischen 
Sonden hybridisiert (Abb. 9b). Dabei ergab die DNA, die mit den pLX HERV-H Partikeln infi- 
ziert wurden, nach Amplifikation mit den Primern P1 und P3 ein PCR Produkt von 1 ,1 kb, das 



als Primerbindungsstelle fur die Synthese des Plus-Stranges genutzt (Sorge und Hughes, 
1982). 





Durch Datenbankanalysen wurden PPT-Sequenzen unterschiedlicher HERV-Familien iden- 
tifiziert und durch Vergleich ihrer Homologien in verschiedene Gruppen eingeteilt. Aus den 
Konsensussequenzen der einzelnen Gruppen wurden Oligonukleotide als Primer fur die RT- 
PCR synthetisiert. Die mRNA wurde aus verschiedenen Zellinien prapariert: Epithelzellen 
(HeLa, HaCaT), Fibroblastenzellen (LC5), T-Zelien (H9 f HUT78), Lymphoblasten (CML), 
Gliomzellen (85HG66, U373), Pancreaszelien (MiaPaCa2, Panel), Leberzellen (Chang Liver) 
und Brustkrebszellinien (T47-D, MCF7). Daruber hinaus wurden zusatzlich cDNA Genbanken 
(Clontech) verschiedener menschlicher Gewebe (Gehirn, Herz, Leber, Niere, Lunge, Pan- 
kreas, Plazenta, Skelettmuskel) fur die RT-PCR eingesetzt. 

Die erhaltenen Fragmente wurden anschlieBend kloniert, sequenziert und mittels Datenbank- 
vergleichen analysiert. Von den PCR-Fragmenten, die mit den PPT- und den polydT-Primern 
erhalten wurden, konnten zwei LTRs uber Homoiogievergleiche der HERV-H und der HERV- 
K Familie zugeordnet werden. Durch die Verwendung von polydT-Primern in diesen PCR- 
Ansatzen wurden zahlreiche Sequenzen amplifiziert, die keine Homologien zu bekannten 
retroviralen LTRs und daruber hinaus auch keine Promotorstrukturelemente enthielten. Aus 
diesem Grund wurden weitere Sequenzen aus konservierten Bereichen der U3-Region und 
aus der R-Region von HERV-K und HERV-H Familien zur Primersynthese ausgesucht (Mold 
et a/.,1997),(Abb.1, Tab.1). Die resultierenden PCR-Produkte wurden nach Auftrennung im 
Agarosegel auf Nitrozellulosefilter transferiert und mit Sonden hybridisiert, die aus den LTR- 
tegionen verschiedener HERV-LTRs (HERV-K-pl167, HERV-H-H6, HERV-E, HERV-L) 
prapariert wurden. Die hybridisierenden Fragmente wurden anschlieBend in einen Vektor 
(pZERO, Invitrogen) kloniert und sequenziert. Mitdieser Methode konnten verschiedene 
HERV-LTRs isoliert werden, die in Tabelle 3 aufgelistet sina. 

Die HERV-K-LTRs, die aus menschlichem Gehirn und Herzgewebe sowie ausT47-D Zellen 
isoliert wurden, zeigen sehr hohe Sequenzhomologien zu der 3'LTR von HERV-K1 0. Die 
HERV-H LTRs zeigen dagegen sehr viel hohere Sequenzvariabilitaten. HERV-H31, HERV- 
H3, HERV-HCM1, HERV-HCM4, HERV-HMP23 sind homolog zu der von Mager etai iso- 
lierten HERV-H-H6 LTR, die anderen HERV-H Sequenzen zeigen Homologien zu den von 
Anderssen etai (1997) isolierten HERV-H LTRs aus Meerkatze, Krallenaffe und Mensch. 



mit der HERV-H-Sonde hybridisierte. Die Amplifikation mit den MLV U3 spezifischen Primern 
(P2/P3) ergab mit DNA von Zellen, die mit pLX und mit pLX HERV-H infiziert waren, PGR 
Produkte mit einer GroBe von etwa 900 bp, die nicht mit der HERV-H Sonde hybridisierten. 
Aus der Amplifikation mit den MLV R Primern (P5/P3) wurde kein PCR-Produkt erhalten, das 
mit der HERV-H Sonde hybridisierte. Diese Ergebnisse zeigen, daB eine Promotorkonversion 
stattgefunden hat und der MLV Promoter der 5'LTR durch den HERV-Promotor ersetzt 
worden war. 

Die Promotoraktivitat der HERV LTR in den retroviralen Vektoren wurde nach Integration in die 
DNA der Zielzellen mittels FACS-Analysen uber die Messung der EGFP Fluoreszenz be- 
stimmt (Abb. 10). Die Aktivitat des Ausgangsvektors pLX-MMTV wurde dabei mit dem HERV- 
Vektor pLX-HERV-H (H6) vor und nach Induktion mit Dexamethason verglichen. Der Vektor 
kmit der MMTV LTR ist durch Dexamethason aktivierbar. Der Vektor mit der HERV LTR wird 
durch Dexamethason nicht aktiviert, er ist jedoch urn etwa den Faktor 10 aktiver als der Dex- 
amethason-stimmuiierte MMTV-Hybrid-Vektor. 



3.5 EinfluB von Regulationselementen in R- und US-Region auf die Promotoraktivitat 
von HERV-Sequenzen. 

Urn auszutesten, welcher Sequenzbereich fur einen funktionsfahigen HERV-Promotor erforder- 
lich ist, wurde an einigen Beispielen der EinfluB von zusatzlichen LTR-Sequenzen, die auBer- 
halb der U3-Region in der LTR lokalisiert sind. untersucht. Dazu wurde von 7 HERV-K LTRs 
|HERV-K-T47D. L5 f L50, L8, L9, L48 und L20/49) die Aktivitat der U3-Region mit der Aktivitat 
"er entsprechenden U3-R-Fragmente im Luziferase-Assay verglichen. Uberraschenderweise 
zeigte sich, daB die verschiedenen R-Regionen den Promotor in der U3-Region sehr unter- 
sch i ed li ch beeint l ussen konnen. Bel L T RS der G f uppe I (L5, L50 t L8 t L9) fu h rt die Anwesenhoit 
von R-Sequenzen in alien getesteten Zellinien zu einem deutlichen Anstieg der Promotoraktivitat 
(Abb. 4a). Bei LTRs der Gruppe 2 (L20/L49) hingegen wird die Aktivitat des HERV-Promotors 
durch die R-Region reduziert (Abb. 4b). Der HERV-K-T47D-Promotor (Abb. 5) und der L48- 
Promotor (ohne Abbildung) werden durch die entsprechenden R-Sequenzen nicht wesentlich 
beeinfluBt. Interessanterweise haben jedoch im Falle der HERV-K-T47D-LTR Sequenzbe- 
reiche, die downstream der U3-R-Region lokalisiert sind und die US-Region, sowie den 3' nicht 
translatierten Bereich und den Beginn des gag-Gens umfassen, einen deutlich aktivierenden 
Effekt(Abb. 5). 



Die Sequenzanalyse der verschiedenen getesteten R-Regionen zeigte. daB LTRs der Gruppe 
1 in derR-Region eine Bindungsstelle fur den Transkriptionsfaktor SP1 aufweisen. die in der 
R-Region der Gruppe 2 LTR fehlt (Abb. 6). Dagegen enthalt die Gruppe 2 R-Region eine 
potentielle Bindungsstelle fur den Faktor TFS3. der als Transkriptionsrepressor wirkt. Dies 
zeigt, daB die Aktivitat von HERV-Promotoren durch den Einbau zusatzlicher Regulationse- 
lemente wie Transkriptionsfaktorbindungsstellen, Enhancer-Sequenzen oder negativ regu- 
lierende Elemente mddifiziert werden kann. 
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Tab. 3: Untersuchte HERV-LTRs * • • 

• • • 

A: exprimierte HERV-LTRs aus verschiedenen Zeltinien und*Geweben* 
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Primer 


Herkuntt 


Homologie 


HERV-K2 


34/36 


T47-D 


HERV-K10, M12854, 97,9 % 


HERV-K3 


34/36 


T47-D 


HERV-K10, M12854, 98,4 % 


HERV-K22 


34/36 


Gehim 


HERV-K10, M12854, 98,6 % * 


HERV-K27 


34/36 


Gehirn 


HERV-K10, M12854, 98,6 % * 


HERV-K30 


3/31 


Herz 


HERV-K10, M12854, 97,6 % 


HERV-K32 


34/36 


Gehirn 


HERV-K10, M12854, 98,6 % * 


HFRV-K45 


34/36 


Gehim 


HERV-K10, M12854, 98,6% * 


ntnV"f\* I4j l/"L3 




T47-D 




HERV-K-T47D-L50 




T47-D 




H ER V-K-T47D-L8 




T47-D 




HERV-K-T47D-L9 




T47-D 




HERV-K-T47D-L48 




T47-D 




HERV-K-T47D-L20 




T47-D 












^VD\/JP.Td7n 




T47-D 












HERV-H1 


1/2 


H6 


Cercopithecus aethiops ERV-H; U96012, 87,1% 


HERV-H8 


1/2 


HUT 


HERV-H LTR18106, 84,8% 


HERV-H13 


1/2 


HUT 


HERV-H LTR18106, 91,8% 


HERV-H19 


1/2 


Leber 


Callithrix jacchus ERV-H, 5'LTR; U96052, 92,1% 


HERV-H31 


1/2 


Leber 


HERV-H(H6) X12717, 99,8% 


HERV-H3 


1/31 


85HG66 


HERV-H(H6) X12717, 100 % 


HERV-H CM1 


1/2 


Chang Liver 


HERV-H(H6) X12717, 100 % 


HERV-H CM2 


1/2 


Chang Liver 


HERV-H LTR18106, 84% 


HERV-H CM3 


1/2 


Chang Liver 


Caltithrix jacchus ERV-H, 5'LTR Silva 5, U96057, 84,2 % 


HERV-H CM4 


1/2 


Chang Liver 


HERV-H(H6) X12717, 100 % 


HERV-H PA7 


1/2 


Panel 


Callithrix jacchus ERV-H, 5'LTR Silva 4, U96062, 85,7 % 


HERV-H PA8 


1/2 


Panel 


Cercopithecus aethiops ERV-H, Vero 22, U96012, 87,1% 


HERV-H PA9 


1/2 


Panel 


HERV-H LTR18106, 85 % 


|^JERV-H PA10 


1/2 


Panel 


Callithrix jacchus ERV-H, 5'LTR Silva 4, U96062, 85,6 % 


^PRV-H MC14 


1/2 


MCF7 


Cercopithecus aethiops ERV-H, Vero 22, U96012, 86,6% 


P^ERV-H MC15 


1/2 


MCF7 


Cercopithecus aethiops ERV-H, U96012, 86,6 % 


HERV-H MC16 


1/2 


MCF7 


Callithrix jacchus ERV-H, 5'LTR Silva 4, U96062, 87,4 % 


HERV-H MC17 


1/2 


MCF7 


Cercopithecus aethiops ERV-H, Vero 22, U96012, 86,6% 


HERV-H MP 20 


1/2 


MiaPaca 


Human beta globin retrovirus-like repetitive elemen, k01891, 92,8 % 


HERV-H MP21 


1/2 


MiaPaca 


HERV-H LTR18106, 89,2 % 


HERV-H MP 23 


1/2 


MiaPaca 


HERV-H(H6) X12717, 99,5 % 



B: bereits publizierte HERV-LTRs 





GroBe (bp) 


Referenz 


HERV-K-pl167 


970 


Leib-Mosch et al, 1993 


HERV-K-T47-D 


1200 


Seifarth et al., 1998 


HERV-H-H6 


393 


Feuchter und Mager, 1990 


HERV-T-S71 A 


625 


Murr, Dissertation, 1998 


HERV-E 


391 


Steele et a/., 1984 


HERV-L 


462 


Cordonnier e/a/., 1995 
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Auf HERV-LTR-Sequenzen basierende 
retrovirale Expressionsvektoren 




Patentanspruche 



1. Retroviraler Expressionsvektor, enthaltend zumindest die nachfolgenden Elemente in 
funktioneller Anordnung: 

a) DNA-Sequenzen zur Verpackung der Vektor-RNA und zur zellspezifischen 
Expression von Proteinen Oder Peptiden, die von heterologen DNA-Nukleo- 
tidsequenzen kodiert werden; 

b) ein Oder mehrere fur ein Protein Oder Peptid kodierende DNA-Nukleotidse- 
quenzen, 
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dadurch gekennzeichnet, 

daB die DNA-Sequenzen zur zellspezifischen Expression eine zellspezifisch regu- 
lierbare Promotorregion aus einer humanen endogenen retroviralen DNA-Nukleotid- 
sequenz (HERV) enthalten. 

2. Expressionsvektor nach Anspruch 1 f 
dadurch gekennzeichnet, 

daB die DNA-Sequenzen zur zellspezifischen Expression aus dem LTR-Bereich 
und wahlweise dem nicht translatierten Bereich zwischen der 5' LTR und dem gag- 
Bereich von HERVs stammen. 

Vektor nach Anspruch 1 Oder Anspruch 2 t 
dadurch gekennzeichnet, 

daB der gesamte LTR-Bereich, der U3-Bereich Oder der R- und U3-Bereich aus 
einer humanen endogenen retroviralen Nukleotidsequenz stammt. 

4. Vektor nach einem oder mehreren der vorhergehenden Anspruche, 
dadurch gekennzeichnet, 

daB die fur ein oder mehrere Proteine oder Peptide kodierende Nukleotidsequenzen 
ausgewahlt werden aus einem oder mehreren Elementen der Gruppe, bestehend 
aus Markergenen, therapeutischen Genen, antiviralen Genen, Antitumorgenen und 
Zytokingenen. 

5. Vektor nach einem oder mehreren der vorhergehenden Anspruche, 

dadurch g e k e nnz ei chn e t, 

daB die zellspezifisch regulierbare Promotorregion aus dem LTR-Bereich einer zell- 
spezifisch exprimierten endogenen humanen retroviralen Nukleotidsequenz stammt. 

6. Vektor nach einem oder mehreren der vorhergehenden Anspruche, 
dadurch gekennzeichnet, 

daB die humanen endogenen retroviralen zellspezifisch regulierbaren Promotorse- 
quenzen ausgewahlt werden aus einem oder mehreren Promotorsequenzen von 
HERV-Familien der Gruppe, bestehend aus HERV-K, HERV-H, HERV-E. HERV- 



L, HERV-T, HERV-R. HERV-I, HERV-P, ERV9. 



7. Vektor nach einem Oder mehreren der vorhergehenden Anspruche, 
dadurch gekennzeichnet, 

daB die Promotorregion neben der TATA-Box weitere Erkennungs- und Bindungs- 
stellen fur regulatorische Proteine umfaBt. 

Vektor nach Anspruch 7, 
dadurch gekennzeichnet, 

daB die Erkennungs- und Bindungsstellen fur regulatorische Proteine die GC-Box, 
die CAAT-Box f Enhancersequenzen und Repressorsequenzen sowie Hormon-re- 
sponsible Sequenzmotive umfassen und daB wahlweise zusatzlich Erkennungs- 
und Bindungsstellen fur regulatorische Proteine aus der LTR-Region exogener Re- 
troviren und/oder aus zellularen Genen enthalten sind. 

9. Vektor nach einem Oder mehreren der vorhergehenden Anspriiche, 
dadurch gekennzeichnet, 

daB der Vektor ein Promotor-Konversionsvektor ist f umfassend einen 5' LTR-Ab- 
schnitt der Struktur U3-R-U5, ein oder mehrere Sequenzen, ausgewahlt aus kodie- 
renden und nicht kodierenden Sequenzen, und einen 3' LTR-Abschnitt, umfassend 
einen teilweise Oder vollstandig deletierten U3-Abschnitt, wobei der deletierte U3- 
Abschnitt durch eine zellspezifisch regulierbare Promotorregion aus einer HERV- 
LTR-Sequenz ersetzt ist, gefolgt vom R-U5-Abschnitt. 

1 0. mRNA oder RNA mi mt> rttliuviicalcn Exp re ss ion svektors nach ei nem odor mohroron 
der vorhergehenden Anspruche. 

1 1 . Prokaryontenzelle oder Eukaryontenzelle, enthaltend einen retroviralen Expres- 
sionsvektor nach einem oder mehreren der vorhergehenden Anspruche. 

12. Eukaryontenzelle, enthaltend einen retroviralen Expressionsvektor nach einem oder 
mehreren der vorhergehenden Anspruche in integrierter Form. 




• • • • * • m m • 
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14. 



15. 

4^^^ 16. 



17. 




Verwendung eines zellspezifisch regulierbaren Promotorabschnitts aus einer huma- 
nen endogenen retroviralen DNA-Nukleotidsequenz zur Steuerung der Expression 
von Fremdgenen in retroviralen Expressionsvektoren, bevorzugt ProCon-Vektoren. 

Verwendung eines Expressionsvektors nach einem Oder mehreren der vorherge- 
henden Anspruche zur Expression von Fremdgenen in der Gentherapie. 

Virion, enthaltend eine retrovirale Expressionsvektor-RNA, abgeleitet von einer Ex- 
pressionsvektor-DNA nach einem Oder mehreren der vorhergehenden Anspruche. 

Verfahren zur Herstellung eines Virions nach Anspruch 15 zum Einfuhren einer oder 
mehreren fur ein Protein oder Peptid kodierender Nukleotidsequenzen, 
dadurch gekennzeichnet, 

da(3 der retrovirale Expressionsvektor nach einem oder mehreren der vorhergehen- 
den Anspruche in eine geeignete Verpackungszellinie unter solchen Bedingungen 
eingebracht wird, da(3 das Virion ausgebildet wird und von der Verpackungszellinie 
freigesetzt wird. 

Verfahren zum Einfuhren von Nukleotidsequenzen, die fur ein oder mehrere Protei- 
ne oder Peptide kodieren, in eine Eukaryontenzelle, 
dadurch gekennzeichnet, 

daB die Zelle mit einem Virion nach Anspruch 15 unter soichen Bedingungen infi- 
ziert wird, daB die fur das Protein oder Peptid kodierende Nukleotidsequenzen in die 
chromosomale DNA der Eukaryontenzelle inseriert wird. 



Verfahren nach Anspruch 17, 

dadurch gekennzeichnet, 

daB die Eukaryontenzelle eine Saugerzelle ist. 



19. 



Verfahren nach Anspruch 18, 
dadurch gekennzeichnet, 

daB die Saugerzelle eine menschliche Zelle ist. 



• • •••• 
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20. Retrovirales Vektorsystem, umfassend einen retroviralen Expressionsvektor nach 
einem Oder mehreren der vorhergehenden Anspruche und eine Verpackungszellinie 
mit zumindest einem retroviralen Oder rekombinanten retroviralen Konstrukt, das fur 
die Verpackungsproteine des retroviralen Expressionsvektors kodiert. 

21 . Retrovirales Vektorsystem nach Anspruch 20, 
dadurch gekennzeichnet, 

daB die Verpackungszellinie retrovirale Oder rekombinante retroviral Konstrukte 
enthalt, die fur solche retroviralen Proteine kodieren, die vom retroviralen Expres- 
sionsvektor nicht kodiert werden. 




Anhang: 

HERV-LTR-Sequenzen 




HERV- 
HERV- 
HERV- 
HERV- 
HERV- 
HERV- 
HERV- 
HERV- 
HERV- 
HERV- 
HERV- 
HERV- 



HERV- 
HERV 
HERV- 
HERV- 
HERV 
HERV- 
HERV- 
HERV 
HERV 
HERV- 
HERV 
HERV 



H31 
H CM 2 
H13 
19 

MP20 
CM1 
CM3 
MC16 
MP 2 3 



H 
H 
H 
H 
H 
H 
H 
HI 
H8 

H PA7 



-H31 
-H CM 2 
•H H13 
19 

MP20 
CM1 
•H CM3 
-H MC16 
MP23 



H 
•H 
H 



■H 
HI 
H8 

H PA7 



TGTCAGGCCT 
TGTCAGGCCT 
TGTCAGGCCT 
TGTCAGGCCT 
TGTCAGGCCT 
TGTCAGGCCT 
TGTCAGGCCT 
TGTCAGGCCT 
TGTCAGGCCT 
TGTCAGGCCT 
TGTCAGGCCT 
TGTCAGGCCT 

51 

CGTATACATC 
CGTATACATC 
CGTATACATC 
CATATACATC 
CGTACACATC 
CGTATACGCC 
CGTGTATGCC 
CGTATACATC 
CGTATACGCC' 
CGTGTACATC 
TATACATC 
CGTGTACATC 



CTGAGCCCAA 
CTGAGCCCAA 
CTGAGCCCAA 
CTGAGCCCAA 
CTGAGCCCAA 
CTGAGCCCAA 
CTGAGCCCAA 
CTGAGCCCAA 
CTGAGCCCAA 
CTGAGCCCAA 
CTGAGCCCAA 
CTGAGCCCAA 



CAGATAGCC . 
CAGATGGCC . 
CAGATGGCC . 
CAGATGGCC . 
CAGATGGCCG 
CAGATGGCC . 
CAGATGGCC . 
CAGATG .... 
CAGATGGCC . 
CAGATGACC . 
CAGATGGCC . 
CAGATGACC . 



GC T AAGC CAT 
GCCAGGCCAT 
GC T AAGC CAT 
GCTAAGCCAT 
GCTAAGCCAT 
GCCAAGCCAT 
GCCAAGCCAT 

GC 

GCCAAGCCAT 
GCTAAGCCAT 
GCTAAGCCAT 
GCTAAGCCAT 



TGAAG 

TAAAG 

TGAAG 

TGAAG 

GTTCCTGCCT 

TGAAG 

TGAAG 

AAG 

TGAAG 

TGAAG 

TGAAG 

TGAAG 



CATATCCCCT 
CGCATCCCCT 
CATATCCCCA 
CATATCCCCT 
CATATCCCCT 
CGCATCCCCT 
CGCATCCCCT 



CGCATCCCCT 
CAAATCCCCT 
CATATCCC . . 
CAAATCCCCT 



50 

GTGACCTGCA 
GTG AC TTGC A 
GGGACCTGCA 
GCGACCTGCA 
GTGACCTGCA 
GTGACTTGCA 
GTGACTTGCA 

CTGCA 

GTGACTTGCA 
GTGACCTGCA 
GTGACCTGCA 
GTG AC C T AC A 



100 

CAACTGTA 

T AAC TGAAG A TCCA 

CAACTGAAGA TCCA 

TAACTGAAGA ATCA 

TAACTGATGA CATTCCACCA 

TAACTGAAGA ATCA 

TAACTGAAGA ATCA 

CAAGTGAAGA ATCA 

TAACTGAAGA ATCA 

CAACTGAAGA TCCA 

CAACTGAAGA TCCA 

CAACTGAAGA TCCA 



101 




HERV- 
HERV 
HERV- 
HERV- 
HERV 
HERV 
HERV 
"HERV 1 
HERV 
HERV 
HERV 
HERV 



■H31 
-H CM 2 
•H H13 
■H 19 
■H MP20 
-H CM1 
•H CM3 

*H MC1 6 

-H MP23 

-HI 

-H8 

-H PA7 



CAAAAGAAGT 
CAAAGGAAGT 
CAAAAGAAGT 
CGAAAGAAGT 
CAAAAGAACT 
CAAAAGAAGT 
CAAAAGAAGT 



. AAAATATCC 
AAAAACAGCC 
GAAAATAGCC 
GAAAATGGCC 
GAAAATGACC 
GAAAAGGCCC 
GAAAAGGCCC 
QAAAATQQCC 
GAAAAGGCCC 
GAAAGTAGCC 
GAAAATAGCC 
GAAAGTAGCC 



150 

TTAACTGATG ACA . TT CCAATA 

TTAACTGATG ACA . TT CCAACA 

TTAACTGATG ACA . TT CCACCA 

TGTTCC T 

TGTTCG T 

TGCCCCGCCT TAACTGATGA CATTCCACCA 

TGCCCC 

QGTTCC . . . . — . . • • T — ■ ■ > ■ 



CAAAAGAACT 
CAAAAGAAGT 
CAAAGGAAGT 
CAAAAGAAGT 



TGCCCCGCCT TAACTGATGA CATTCCACCA 

TTAACTGATG ACA . TT CCACCA 

TTAACTGATG ACA . TT CCACCA 

TTAACTGATG ACA . TT CCACCA 



HERV- 
HERV 
HERV 
HERV 
HERV 
HERV 
HERV 
HERV 
HERV 
HERV 
HERV 
HERV 



■H31 
■H CM 2 
H13 
19 

MP2 0 
CHI 
CM3 
MC16 
MP2 3 



H 

H 
•H 

H 

H 
■H 
-H 

HI 

H8 

■H PA7 



151 

TTGTGATTTG TTTCTGCCCT ACCCTGACTG ATCAATGTGC 
TTGTGATTTG TTCCTGCCCC ACCCTAACTG ATAAATGTAC 
TTGTGATTTG TTTCTGCCCC ATCCTAACTG ATCAATGTAC 

GCCTTAACTG ATGACATTAC 

GCCTTAACTG ATGACATTGT 

TGGTGATTTG TTCTTGCCCC ACCTTAACTG AGTGATTAAC 

ACCTTAACTG AGTGATTAAC 

GCCTTAACTG ATGACATTAC 

TGGTGATTTG TTCTTGCCCC ACCTTAACTG AGTGATTAAC 

TTGTGATTTG TTCCTGCCCC ACGCTAACTG AT AC 

TTGTGATTTG TTCCTGCCCC ACGCTAACTG AT AC 

TTGTGATTTG TTCCTGCCCT ACGCTAGCTG AT AC 



200 
TTTGTAATCT 
TTTGTAATCT 
TTTGTAATCT 
CTTGTGAAAT 
CTTGTGAAAT 
CCTGTGAATT 
CCCATGAATT 
CTTGTGAAAT 
CCTGTGAATT 
CATATATTCT 
CATATATTCT 
CATATATTCT 




HERV- 
HERV- 
HERV- 
HERV- 
HERV- 
HERV- 
HERV- 
HERV- 
HERV- 
HERV- 
HERV- 
HERV- 



H31 
H CM2 
H13 
19 

MP20 
CM1 
CM 3 
MC16 
MP23 



H 
H 
H 
H 
H 
H 
H 
HI 
H8 

H PA7 



201 

CCCCCACCCT TCAGAAGGCT CTTTGTAATC CTCCCCACCC 
CCCCCACCCT TAAGAAGGTC CTTTGTAATT CTCCCCACCC 
CTCCCACCCT TAAGAAGGTT CTTTGTAATT CTCCCCACCC 
TCCTTCTCCT GGCTCATCCT GGCTCAAAAG CTC . . CCGCA 
TCCTCCTCCT GGCTCATCCT GGCTCAAAAG CTC . . CCCGA 

TGCTTCTCCT GGCTCAG AAG CTC . . CCCCA 

TCCTTCCCCT GGCTCAG AAG CTC . . CCCCA 

TCCTTCTCCT GGCTCAG ... AAG CTC . . CCCCA 

TGCTTCTCCT GGCTCAG AAG CTC . . CCCCA 

TCCCC CGCCC 

TCCCC CGCCC 

TCCCC CGCCC 



250 
TTGAGAATGG 
TTGAGAGTGT 
TTGAGAGTGT 
CTGAG . . . . C 



CTGAG . 
CTGAG . 
CTGAG . 
CTGAG . 
CTGAG . 
TTGAGAATGT 
TTGAGAATGT 
TTGAGAATGT 



. T 
.C 
.C 
.C 
.C 




HERV- 
HERV- 
HERV- 
HERV- 
HERV- 
HERV- 
HERV- 
HERV- 
HERV- 
HERV- 
HERV- 
HERV- 



H31 
H CM 2 
H H13 
19 

MP20 
CM1 
CM3 
HC16 
MP23 



H 
■H 
H 
H 
•H 
-H 
■HI 
-H8 

•H PA7 



251 300 

ACTTGGTGAG ATCCACCCCC TGCCTGCAAA GCATTGCCCC TAACTCCACC 

ACTTTGTGAG ATCCACACCT GCCCACCAGA GAACAAACCC CCTTTGACTG 

AC TTTGTG AG ATCCACCCCC TGCCGGCAAA ACATTGCTCC TAACCCAACC 

ACCTTGTGAC CCCTGCCTCT GCCCGCCAGA GAGCAACCCC CTCTTGACTG 

ACATTGTGAC CCCCACTCCT GCCCGCCAGA GAACAGCCCC CT . TTGACTG 

ACCTTGTGAC CCCCGCCCCT GCCCACCAGA GAACAACCCC CT . TTGACTG 

ACCTTGTGAC CCCTGCCCCT GCCCACCAGA GAACAACCCC CT . TTGACTG 

ACCTTGTGAC CCCCACTCCT CCCCGCCACA GAACAACCCC CT . TTGACTG 

ACCTTGTGAC CCCCGCCCCT GCCCACCAGA GAACAGACCC CT . TTGACTG 

ACTTTGTA - C 

ACTTTGTA C 

ACTTTGTA C 

301 350 

GCCTGTCCCA AAACCTATGA GAA.CTAATG ATA ATCJtJU . A<JtJA 

TAATTTTCCA TTACCTTCCC T AATC C TATA AAACGGCCCC ACCCC . ATCT 

GCCTA . CCCC AAACCTGTAA GAA . CTAATG ATA ATCC . . ACCA 

TAATTTTCCT TTACCTACCT AAATCCTATA AAATGGCCCC ACTCCTATCT 

TAATTTTCCT TTATCTACCC AAATCCTATA AAACAGCCCC ACCTTTATCT 

TAATTTTCCA TTACCTTCCC AAATCCTATA AAACGGCCCC ACCCCTATCT 

TAATTTTCCA TTACTTTCCC AAATCCTATA AAACGGCCCC ACCCCTATCT 

TAATTTTCCA CTGCCCGCCC AAACCCTATA AAACGGTCCC ACCCC. ATCT 

TAATTTTCCA TTACCTTCCC AAATCCTATA AAACGGCCCC ACCCCTATCT 

ACCTATCCC . AAACCTATAA GAA . CTAATG ATA ATCCT . ACCA 

ACCTATCCC. AAACCTATAA GAA.CTAATG ATA ATCC. ACCA 

ACCTATCCC. AAACCTATAA GAA.CTAATG ATA ATCCT. ACCA 



HERV- 
HERV- 
HERV- 
HERV- 
HERV- 
HERV- 
HERV- 
HERV- 
HERV- 
HERV- 
HERV- 
HERV- 



H31 
H CM2 
H13 
19 

MP20 
CM1 
CM3 
MC16 
MP23 



H 
H 
H 
H 
H 
•H 
■H 
HI 
H8 

■H PA7 




HERV- 


H31 


CACTTTGCTG 


ACTCTCTTTC 


C. 


. . AGACTC 


AGCCCGGCTG 


CACCCAGGTG 


HERV- 


H 


CM 2 


CCCTTTGCTG 


ACTCTCTTTT 


c. 


. . GGACTC 


AGCCCGCCTG 


CACCCAGGTG 


HERV- 


H 


H13 


CCCTTTGCTG 


ACTC . . TTTT 


c. 


. . AGAATC 


AGCCCGCCTG 


CACCCAGGTG 


HERV- 


H 


19 


CCCTTCGCTG 


ACTCTCTTTT 


c. 


. . GGACTC 


AGCCCGCCTG 


TACCCAGGTG 


HERV- 


H 


MP20 


CCCTTGGCTG 


ACTCTCTTTT 


c. 


. .GGACTC 


AGCCCGCCTG 


CACCCAGGTG 


HERV- 


H 


CHI 


CCCTTCGCTG 


ACTCTCTTTT 


c. 


. . GGACTC 


AGCCCGCCTG 


CCCCCAGGTG 


HERV- 


H 


CM3 


CCCTTCGCTG 


ACTCTCTTTT 


c. 


. . GGACTC 


AGCCCGCCTG 


CACCCAGGTG 


HERV- 


H 


MC16 


CCCTTCCCTG 


ACTCTCTTTT 


CTTCGGACTC 


AGCCCGCCTG 


CACCCAGGTG 


HERV- 


H 


MP23 


CCCTTCGCTG 


ACTCTCTTTT 


C. 


. . GGACTC 


AGCCCGCCTG 


CCCCCAGGTG 


HERV- 


HI 




CCCTTTGCTG 


ACTCTCTTTT 


T. 


. . GGACTC 


AGCCCGCCTG 


CACCCAGGTG 


HERV- 


H8 




CCCTTTGCTG 


ACTCTCTTTT 


T. 


. . GGACTC 


AGCCCGCCTG 


CACCCAGGTG 


HERV- 


H 


PA7 


CCCTTTGCTG 


ACTCTCTTTT 


T. 


. . GGACTC 


AGCCCGCCTG 


CACCCAGGTG 








401 






425 






HERV- 


H31 


AAATAAACAG 


CCATGTTGCT 


CACAT 






HERV- 


H 


CM2 


AAATAAACAG 


CCATGTTGCT 


CACAT 






HERV- 


H 


H13 


AAATAAACAG 


CCATGTTGCT 


CACAT 






HERV- 


H 


19 


AAATAAACAG 


CCATGTTGCT 


CACAT 






HERV- 


H 


MP20 


AAATAAACAG 


CCATGTTGCT 


CACAT 






HERV- 


H 


CM1 


AAATAAACAG 


CCATGTTGCT 


CACAT 






HERV- 


H 


CM3 


AAATAAACAG 


CCATGTTGCT 


CACAT 






HERV- 


H 


MC16 


AAATAAACAG 


CCATGTTGCT 


CACAT 






HERV- 


H 


MP23 


AAATAAACAG 


CCATGTTGCT 


CACAT 






HERV- 


HI 




AAATAAACAG 


CCATGTTGCT 


CACAT 






HERV- 


H8 




AAATAAACAG 


CCATGTTGCT 


CACAT 






HERV- 


H 


PA7 


AAATAAACAG 


CCATGTTGCT 


CACAT 








HERV-K45 

HERV-K27 

HERV-K2 

HERV-K1 

HERV-K30 

HERV-KIO 

#1 

HERV-K45 

HERV-K27 

HERV-K2 

HERV-K1 

HERV-K30 

HERV-KIO 

#51 

HERV-K45 

HERV-K27 

HERV-K2 

HERV-Kl 

HERV-K30 

HERV-KIO 

#101 



GCGACCGGT : GGATC : CCGG GCCCGCGG : T ACCGTCGACT 

GCGACCGGT : GGATC : CCGG GCCCGCGG : T ACCGTCGACT 

GCGACCGGT: GGATC : CCGG GCCCGCGG : T ACCGTCGACT 

GCGACCGGT: GGATC : CCGG GCCCGCGG :T ACCGTCGACT 

GTC CCACCTCCAG CCCTAAGGCG GTTTTTCCCT 



GCAGAATTC 
GCAGAATTC 
GCAGAATTC 
GCAGAATTC 
ATCTCAGTAG 
AGTAG 



ATGGAGCATA 
ATGGAGCATA 
ATGGAGCATA 
ATGGAGCATA 
ATGGAGCATA 
ATGGAGCATA 



CAATCGGGTT 
CAATCGGGTT 
CAATCGGGTT 
CAATCGGGTT 
CAATCGGGTT 
CAATCGGGTT 



TTATACCGAG 
T TAT AC C GAG 
TTATACCGAG 
TTATACCGAG 
TTATACCGAG 
TTATACCGAG 



ACATTCCATT 
ACATTCCATT 
ACATTCCATT 
ACATTCCATT 
ACATTCCATT 
ACATTCCATT 



GCCCAGGGAC 
GCCCAGGGAC 
GCCCAGGGAC 
GCCCAGGGAC 
GCCCAGGGAC 
GCCCAGGGAC 



AGGCAGGAGA 
AGGCAGGAGA 
AGGCAGGAGA 
AGGCAGGAGA 
AGGCAGGAGA 
AGGCAGGAGA 



CAGATGCCTT 
CAGATGCCTT 
CAGATGCCTT 
CAGATGCCTT 
CAGATGCCTT 
CAGATGCCTT 



CCTCTTGTCT 
CCTCTTGTCT 
CCTCTTGTCT 
CCTCTTGTCT 
CCTCTTGTCT 
CCTCTTGTCT 



CAACTGCAAG 
CAACTGCAAG 
CAACTGCAAG 
CAACTGCAAG 
CAACTGCAAG 
CAACTGCAAG 



AGGCATTCCT 
AGGCATTCCT 
AGGCATTCCT 
AGGCATTCCT 
AGGCATTCCT 
AGGCATTCCT 



HERV-K45 

HERV-K27 

HERV-K2 

HERV-K1 

HERV-K30 

HERV-KIO 

#151 



TCCTCTTATA 
TCCTCTTATA 
TCCTCTTATA 
TCCTCTTATA 
TCCTCTTATA 
TCCTCTTTTA 



CTAATCCTCC 
CTAATCCTCC 
CTAATCCTCC 
CTAATCCTCC 
CTAATCCTCC 
CTAATCCTCC 



TCAGCACAGA 
TCAGCACAGA 
TCAGCACAGA 
TCAGCACAGA 
TCAGCACAGA 
TCAGCACAGA 



CCCTTTACGG 
CCCTTTACGG 
CCCTTTACGG 
CCCTTTACGG 
CCCTTTACGG 
CCCTTTACAG 



GTGTCGGGCT 
GTGTCGGGCT 
GTGTCGGGCT 
GTGTCGGGCT 
GTGTCGGGCT 
GTGTCGGGCT 




HERV-K45 

HERV-K27 

HERV-K2 

HERV-K1 

HERV-K30 

HERV-KIO 

#201 



GGGGGACGGT 
GGGGGACGGT 
GGGGGATGGT 
GGGGGACGGT 
GGGGGACGGT 
GGGGGACGGT 



CAGGTCTTTC 
CAGGTCTTTC 
CAGGTCTTTC 
CAGGTCTTTC 
CAGGTCTTTC 
CAGGTCTTTC 



CCTTCCCACG 
CCTTCCCACG 
CCTTCCCACG 
CCTTCCCACG 
CCTTCCCACG 
CCTTCCCACG 



AGGCCATATT 
AGGCCATATT 
AGGCCATATT 
AGGCCATATT 
AGGCCATATT 
AGGCCATATT 



TCAGACTATC 
TCAGACTATC 
TCAGACTATC 
TCAGACTATC 
TCAGACTATC 
TCAGACTATC 



HERV-K45 

HERV-K27 

HERV-K2 

HERV-Kl 

HERV-K30 

HERV-KIO 

#251 

HERV-K45 

HERV-K27 

HERV-K2 

HERV-K1 

HERV-K30 

HERV-KIO 

#301 



ACATGGGGAG 
ACATGGGGAG 
ACATGGGAAG 
ACATGGGGAG 
ACATGGGGAG 
ACATGGGGAG 



AAACCTTGGA 
AAACCTTGGA 
AAACCTTGGA 
AAACCTTGGA 
AAACCTTGGA 
AAACCTTGGA 



CAATACCTGG 
CAATACCTGG 
CAATACCTGG 
CAATACCTGG 
CAATACCTGG 
CAATACCTGG 



CTTTCCTAGG 
CTTTCCTAGG 
CTTTCCTAGG 
CTTTCCTAGG 
CTTTCCTAGG 
CTTTCCTAGG 



C AG AGGTCC C 
CAGAGGTCCC 
C AG AGGTCC C 
CAGAGGTCCC 
CAGAGGTCCC 
CAGAGGTCCC 



TGCGGCCTTC 
TGCGGCCTTC 
TGCGGCCTTC 
TGCGGCCTTC 
TGCGGCCTTC 
TGCGGCCTTC 



CGCAGTTTTT 
CGCAGTTTTT 
CGCAGTTTTT 
CGCAGTTTTT 
CGCAGTTTTT 
TGCAGTTTTT 



GTGT : CCTGG 
GTGT : CCTGG 
GTGT : CCTGG 
GTGT : CCTGG 
GTGTCC : TGG 
GTGTCCCTGG 



GTACTTGAGA 
GTACTTGAGA 
GTACTTGAGA 
GTACTTGAGA 
GTACTTGAGA 
GTACTTGAGA 



TTAGGGAGTG 
TTAGGGAGTG 
TTAGGGAGTG 
TTAGGGAGTG 
TTAGGGAGTG 
TTAGGGAGTG 



HERV-K45 

HERV-K27 

HERV-K2 

HERV-Kl 

HERV-K30 

HERV-K10 

#351 



GTGATGACTC 
GTGATGACTC 
GTGATGACTC 
GTGATGACTC 
GTGATGACTC 
GTGATGACTC 



TTAAGGAGCA 
TTAAGGAGCA 
TTAAGGAGCA 
TTAAGGAGCA 
TTAAGGAGCA 
TTAAGGAGCA 



TGCTGCCTTC 
TGCTGCCTTC 
TGCTGCCTTC 
TGCTGCCTTC 
TGCTGCCTTC 
TGCTGCCTTC 



AAGCATCTGT 
AAGCATCTGT 
AAGCATCTGT 
AAGCATCTGT 
AAGCATCTGT 
AAGCATCTGT 



TTAACAAAGC 
TTAACAAAGC 
TTAACAAAGC 
TTAACAAAGC 
TTAACAAGGC 
TTAACAAAGC 




HERV-K45 

HERV-K27 

HERV-K2 

HERV-K1 

HERV-K30 

HERV-KIO 

#401 

HERV-K45 

HERV-K27 

HERV-K2 

HERV-K1 

HERV-K30 

HERV-KIO 

#451 



ACATCCTGCA 
ACATCCTGCA 
ACATCCTGCA 
ACATCCTGCA 
ACATCCTGCA 
ACATCCTGCA 



CCGCCCTTAA 
CCGCCCTTAA 
CTGCCCTTAA 
CCGCCCTTAA 
CCGCCCTTAA 
CCGCCCTTAA 



TCCATTCAAC 
TCCATTCAAC 
TCCATTCAAC 
TCCATTCAAC 
TCCATTCAAC 
TCCATTCAAC 



CCTGAGTTGA 
CCTGAGTTGA 
CCTGAGTTGA 
CCTGAGTTGA 
CCTGAGTTGA 
CCTGAGTTGA 



CACAGCACAC 
CACAGCACAC 
CACAGCGCAC 
CACAGCACAC 
CACAGCACAC 
CACAGCACAT 



GTTTCAGAGA 
GTTTCAGAGA 
GTTTCAGAGA 
GTTTCAGAGA 
GTTTCAGAGA 
GTTTCAGAGA 



GCACGGGGTT 
GCACGGGGTT 
GCACGGGGTT 
GCACGGGGTT 
GCACGGGGTT 
GCACGGGGTT 



GGGGGTAAGG 
GGGGGTAAGG 
GGGGGTAAGG 
GGGGGTAAGG 
GGGGGTAAGG 
GGGGGTAAGG 



TCATAGATTA 
TCATAGATTA 
TCATAGATTA 
TCATAGATTA 
TCATAGATTA 
TCATAGATTA 



ACAGAATCTC 
ACAGAATCTC 
ACAGAATCTC 
ACAGAATCTC 
ACAGAATCTC 
ACAGAATCTC 



HERV-K45 

HERV-K27 

HERV-K2 

HERV-Kl 

HERV-K30 

HERV-KIO 

#501 



AAGGCAGAAG 
AAGGCAGAAG 
AAGGCAGAAG 
AAGGCAGAAG 
AAGGCAGAAG 
AAGGCAGAAG 



AATTTTTCTT 
AATTTTTCTT 
AATTTTTCTT 
AATTTTTCTT 
AATTTTTCTT 
AATTTTTCTT 



AACACATAAC 
AACACATAAC 
AACACATAAC 
AACACATAAC 
AACACATAAC 
AGCACATAAC 



AAAATGGAGT 
AAAATGGAGT 
AAAATGGAGT 
AAAATGGAGT 
AAAATGGAGT 
AAAATGGAGT 



CTCCCATGTC 
CTCCCATGTC 
CTCCCATGTC 
CTCCCATGTC 
CTCCCATGTC 
CTCCTATGTC 




HERV-K45 

HERV-K27 

HERV-K2 

HERV-K1 

HERV-K30 

HERV-KIO 

#553 



TACTTCTTTC 
TACTTCTTTC 
TACTTCTTTC 
TACTTCTTTC 
TACTTCTTTC 
TACTTCTTTC 



TACACAGACA 
TACACAGACA 
TACACAGACA 
TACACAGACA 
TACACAGACA 
TACACAGACA 



CAGTAACAAT 
CAGTAACAAT 
CAGTAACAAT 
CAGTAACAAT 
CAGTAACAAT 
CAGTAACAAT 



CTGATCTCTC 
CTGATCTCTC 
CTGATCTCTC 
CTGATCTCTC 
CTGATCCCTC 
TTGATCTCTC 



TTGCTTTTCC 
TTGCTTTTCC 
TTGCTTTTCC 
TTGCTTTTCC 
TTGCTTTTCC 
TTGCTTTTCC 



HERV-K45 

HERV-K27 

HERV-K2 

HERV-K1 

HERV-K3 0 

HERV-KIO 

#601 



CCACATTTCC CCCTTTTCTT TTCG 
CCACATTTCC CCCTTTTCTT TTCGA 
CCACATTTCC CCCTTTTCTT TTCGACAAA 

CCACATTTCC CCCTTTTCTT TTCGACAAAA CCGCCAT : CT CGAGATC : TG 
CCACATTTCC CCCTTTTCTT ATCCATCACA CTGGCGGCCG CTCGAGCATG 
CCACATTTCC CCCTTTTCTT . TTCGACAAAA CCGCCATC 



HERV-K1 

HERV-K30 

#651 



AGT 

CATCTAGAGG GCCCAATTCG CCCTATAGTG 
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TAGCCAATTGGAATTAGTTTAGCCTGTGCGGTCTAACCCTAGCCAATAGGGGACTGAC^ 

poly A 

GCTCACCATTGCTCCATCTGTGAGGGCACACCCTTCTATAGAAGTAAAra . 
LTR < pba proline 

TTTATAAC^TC TGGGGGCTTGCCCTAGATT ACATTTCTCCGGGGCGGTGTGTGGTTGTGTGTTGTGAGGAAGTGCGCCCTGCCCCCTTGTGGCAGCCTCAGGGGTGAGAAATCAGGACC 
TGGGGGCTcGtCCggGATT 

CACCCAGTGCGAGGAATAACCCAAGCTCTCAGCAATACTGAAAGAAACTGGCCAGCAGCCTAGGGTAAAGGATCCTCACACACTGTG 



4* 



^^^£TTA' 



120 



HERV-IP-T47D 

— > LTR C/EBP GFI-1 AP-1 AP-1 

Ftgttcaattctttgccttctacttttaaacttaacttcc tcata^ 

AP-1 AP-1 

ctgatccactg tgactcat tccgattacccgctccaccc tgactcat tctgattctgatttcctgctctgccataaccatttttcccgccaaaccactcaccctg 240 

360 
430 
600 
720 
840 
960 
1080 
1200 



agctgcaggagccggtaaagtacttccttgatggtcaaattctggagggctaaatgtgtgtgtgcgtgaatgatcacaaacaaccc 

tcctactgctggacagagtgagtgggccgtctccatggttccatagc^ 

|-> gag putative start 
tccgttgggggagcagctagagaggacaacatgagtgggaagtgtgcaagggaccttcag^ 

msgkcardlqrgkgrkqetgqpsraarqdi 

ccctggtttaaggggttgaggcttccagggcaggcaaagcaagacacccctggtttgaggggttgagc^ 
pwfkglrlpgqakqdtpglrg*afcifqgtephtnlqe*k 

AGGCAAGAAATTTCCAGTAGGGCAAGTTGAGCCTC^TCCCAAAAGGTGAGAAATTTCAGTAAGGA^ 1320 

rqeissrgs*assokvrnfskenftlpqnhqdgrdkdgnk 
gatatccccctggatagccccctaggtctcatgttaaaatagtggaaggatattgaaaggaggcaaggacctgtcccttttttcccttaaaaacaaatagggaaaaacccaatct 14 4 0 

dipldsplglmlk*wkdierrqgpvpffp*kqigknpiwh 

CTCAAATGAAAAGTCAGAGGAGCCAGCCCTCATGCCT^ 1560 
_^L K/E KS E E PALMPK E S SA • OPLDYL PS LSV PNPSPQAATAP 
SATCCCATTCCAAATCCTTCCTCTACTCACATTATCCCTCTTCCTTATAACCCTGACTCTTGGGAATTACCATCCCACCAGCCTGTTCCCTCCCAACCTAAATA 
^IPFQILPLLTLSLFLITLTLGNYHPTSLFPPNLNTPL*K 

Itccagcatgagatagaacaatgtaaaaaagatattcagaatttcccatttc 

SSMR * NNVKKI FR I SH FPPYLRASLDAL P FEISATRRGG 

Ictggctttgtaaatgctctcttaaccagtttagaagtccggaattttaaaaaggagctta^ 

TGFVNALLTSLEVRNFKKELKLLTR'PLMGRTKLTNS/RT 

caagttatacaacttgggtcaagttaatgtctatcttgggcatccccttttcaaggaaagaaaggagtatgatttgtagggctgctatggtagtttggg^atgtgagcacctcccggtga 

SS YTTWVKLMSI L G I PFSRKERSMI CRAAMVVWECEH/PGE 
AAATCTTCCTACCGCAGACCAGAAATTCCCCACCCGAGACCCCCAGTGGGACAATAACAAC^ 

NVPTADQKFPTRDPQWDNNNAOHRENMEYLREMIIKGIQE 

ATCACCACCCCGAACCCAAAATCTTTCTAAAGCATTTGATATACAACAGGAAAAGGA^ 

SAPRTQNLSKAFOIQQEKDEGPMRFPDRLREQMRQHAGLN 

TTTGGACGATACCCTTGGGCAAGGAATGTTCAAACTCCAATTTGTCA^ 

LDDTLGQGMLKLQFVTKSWPDI S K K L * K I DSWED HALSEL 
TCTCAGAGAAGCTCAGAAAGTATACGTGAGAAGGGACAAAGAAAACAGAAACAAAGGGCAAAACTTA^ 2520 

LREAQ KVYVRRD / RKQKQRAKLML PT FQQMAPNPGTSR* S 
TTCCAGGGAACCAGAAACTGTAAAGGGGCCGAACCCTTCTTTAAAGGACCCC^GCCTCCAT^^ 264 0 

FQGTRNC KGAEPFFKG PQPPSGGQGSS/PG PAKEYGGAGLK 
GAATCCCTGAACTAAGAGGGAGTAAGGGCAAGATAGGTGCTATAGATGTGGAAGAACAGACCACTTCAAGAGGGAATGTCCCGAA 27 60 

N P* TKRE *GQORCYRCGRT DH FKRECPELRK EKEALPLMT 

I -> putative pol start - OQrt 
TTTCGAGGAAGAATAGGGGTGTCAGGGGCTCTATCTCTTTTATCTTGAGTCCCACCAGGAGCCCTTGATACATTTAGAGGTGGGACCTAAACATGAGGATGATCACCTTTTTACTTCAAT 2890 

FEE E * GCQGLYL FY L ES HQE PL I HLEVG P KHE D/I TFLL/N 
TCAGGGGCTGCTCGCTCCTCTGTTTGTTTCCCCCTGTCTAATGTTGTCTCTTCTTCAGAGGAGCTTTTAGTCTCTGGGGTAAAAGAGAAGGATGTAGAGTAAAATTTTAGAAAGCACCAA 3000 

SGAARS SVCFPLSNVVSS SEELLVSGVKEKDVE/KI LESTK 
AGTTAGATAGCAGGGTCGCTCAGCTCACATTCAGTTCTTGTTAATCCCTGAAGCAGAAACTAATTTATTGGGGGGGATTTAATGTTAAAGTTGGGCATAGGTCTACAAGTCAGTCCAAGA 3120 

VR*QGRSAHIQFLLI PEAET/FIGGDLMLKLG IGLQVSPR 
GGATTCCTCACCTCATTAAACCTACTCACCACTGCAGATGAAAAATATATTAATCCTAGT^ 3240 

GFLTSLNLLTTADEKYINPSVWSKEGN*GKLRVPPIHIKL 
AAAACCCCTGGAGAAGTAGTGAGAAGGAAGCAATAGCTTATTCCCCTACAAGGTAGGATAGGGTTGAAACGTATAATCGAAGGCCTTATTAAAGATGGGCTTCTCAAGTCCCGTATGTTC 3 3 60 
KTPGEVVRRKQ*LI PLQGRIGLKRI IEGLI KDGLLKSRMF 
TTATAACACCCCCAATACTGCCAGTCAAGAAATCAGACGGGTCATAdCAGCTAGTACAGGACCTT^ 34 30 

|^Y NT/P I L PVKKS DG S y'qLVQDLRAI NQIVQTTHPVVPCPY 

.TTCTCAGCAAGATTCCATATAATCATCAATGGTTTACTGTAATAGATTTGAAGGTTGATTTTGGCATGCCCCCTGGCTAAAGATAGCCAAGATATATTTGCTTTTGAGTAGGAGG 3600 
r ILSKI PYNHQWFTVIDLKVDFGMPPG/KDSQDI f a f e * e 
, ^CCACTGAGGGCGGAAACAACAATATCAATGGACAGTCTTGCCCAAGGGTTCACAGAC^ 37 20 

u L H *GRKQQYQWTVLP/G FTDS PNI FGE I LEQALE.KV FI PE 
ACAAATATGCCTTCTCCAGTACATGGATGACCTTCTTATA^ 38 40 

Q ICLLQYMDDLLI SGKDIEKVTNFSTH I LNHLQFE ELRVS 
AAAAAAAGGAAGCTTCAGTATGTAGAGCCTGAAGTTAAATATTTAGGCCACTTAATAAGTGCAGGCAAGTGAAGAATAGGGCCTGAACGAATTGATGGAATCATGTCCCT 3960 

KKfiSPSM/EPEVKYLGHLISAOK«RIGFER I D G I M S L P L L 

CAAACTAAACAAGA^^ 



1680 



2160 



2400 



4UUU 



QTKQELRKFLGLVTYCHLRIOSYALHSKLLHQKLAQEKP N 

CCTCTCCTGTGGACTTCTGAGGAAGTTGATCAAGTCAAGGAGCTGACAGAAAGGCTCATAACTTCCCC^ 4200 

PLLWTSEEVDQVKELTERLITSPVLALPSLEKPSH 1 

TTTTTTGAGATGGAGTCTTGCTCTGTCGCCCAGGCTGGAGTG ; 4320 

•TCGACTACAGCGTC 4440 

CCTCCCCAA^TGCTC 4560 

CGTGGCCTTCCTATCAAAGGTCTTAGACCCAGTCACTTGTGGATGGCCTC^ 4 630 

TGACAGTAAGCAAGCCTCACCAAGTTAGAACTATCTTAAAT^ 4300 
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Abb. 23:Relative Promotoraktivitaten verschiedener LTRs in unterschiedlichen Zellinien 
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Abb.4: Einflufc der LTR-R Region auf die HERV Promotoraktivitat 
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Abb.7: Retrovirale ProCon Vektoren pLESN-MMTV unci pLESN-HERV-H 
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Abb.8: Retrovirale ProCon Vektoren pLX-MMTV und pLX-HERV-H 
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Abb. 9: a) Promotorkonversion des hybriden ProCon Vektors 

b) Nachweis der korrekten Promotorkonversion mittels PCR und 
Hybridisierung mit einer HERV-H Sonde 
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Abb.10: Promotoraktivitat der HERV-H LTR im Vergleich zur MMTV-LTR nach 
Infektion von CrfK-Zellen 



